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1. 



j-jy- * « Prelimi ^ 1!<>ml=i - 

This REPORT consists of a total of 5 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES i- cWto o*u ^ 

been amended and are the basis fi'S^^SiSl^ deSCription ' claims «Kl/or drawings which have 
(seeR^ "adebefb^ 

These annexes consist of a total of 4 



sheets. 



3- This report contains indications relating to the following items: 
I Basis of the report 

Q Pri ority 

LJ Non-establishment of opinion with reaaH m • 
IV LJ Lack of unity of invention 



III 



Reasoned statement under Article 1 ™i*u ^ 
cuanonsandexplanatior.^™^ 

VI IZZZJ Certain documents cited 

VII □ Certain defects in the international application 
VIII □ Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

01 July 2000 (01.07.00) 



Name and mailing address of the IPEA/EP 

Facsimile No. 
Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



Date of completion of this report 

22 March 2001 (22.03.2001) 



Authorized officer 



Telephone No. 



INTERNATIONAL PRELIMINARYEYamim , report 

*L - ^ . 



| International application No. 

PCT/DE99/03974 



I. Basis of the report 

I. This report has been drawn on the basis of (r^, " — 

1 ii. • . noi contain amendment* \ 

□ the mtemational application as origina!] y filed. 

the description, pages 1-9 

— ' as originally filed, 

Pages „, . . t 

. , filed with the demand, 

— — . — „, filed with the letter of 

pages ' . 
. . ~ " — — * filed with the letter of 

the claims, i>us 

, as originally filed, 
» as amended under Article 1 9, 
. filed with the demand 
, filed with the letter of o t * u 

.■filed with the letter of ~ — u 





the drawings, sheets/fig 
sheets/fig ] 
sheets/fig _ 
sheets/fig 



1/4-4/4 



I Z ThC ™ dmCntS have «**-d in the cancelation of: 

I — J the description, pages 
□ the claims, Nos, 
Q the drawings, sheets/fig 



„ , as originally filed, 
. » filed with the demand, 
. V filed with the letter of 
, filed with the letter of 



1 ° ^^^^^^^tsss^^ 



have been considered 



4. Additional observations, if necessary: 



Form re 1 /IPEA/409 (Box I) (Ja^T^" 



^^^AL^m^^ EXAMINATION REPORT 

PCT/DE 99/03974 



v. Reasoned statement under Article 35m , ~ — 

Statement 
Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability-^) - 



Claims 
Claims 

■ -Claims 
Claims 



7 r 9, 18,20 



1-23 



1-23 



- Citations and explanations 

Reference is made to the foil • 

tne followmg documents:- 

Dl: WO-98/06437 
D2: WO-A1-93/04701 

03 ; G ene Therapy, (1997) A on 

D4- mrs », ^97), 4, 891-900 

° 4 - WO-A1-95/25809 

D5: Gene Therap ^ (1996)f ^ g 

D6: ™> (1987,, 6/ 81 . 9 
Cla±m 1 is directed to svnth^ • 

wercht i n the range of 3 » _ »« P*°t„„ with „ „ olecular 

f ° rmed " « manner by mixina ^ "* P4 " i ° le8 

««=» contain one of the " tW ° which 

01 bribes synthetic protein, • 

»«<Jht range (of . pages 44 " ths moiecuiar 

thS Pr °* Ctl « <* complexes wi ' th na H th ° tor 
complexes are obtained by si ' ^ Th * 

components ln a , ueous J of the t„o 

no proteins in the sense of th ^ ' H °" eV «- 

mentioned in the document ^ 1 

^___^^L- ^ foment th""; ^ ^^"on or 



^^^^ 

to t^Tn^^~rr h — _jPC^DE^ 99/03974 

cy of the subject ma *-*. 

3 * mat ter of claim 1. 

| ^5 also dbPc; n^4- 

ot mention tho 
P exat lon agent f or DMA and t-h 1 as 

Prejudicial to nov eity . th «efore is not 

03, however, describes the „ 

Prota mine oompi?xes <c ~i°„ o f the described D(Jfl 

Paragraph, and their use M8 '- f " st last 

Prota mine DNA coraplexes , ' n3eCti0 " ° f Up id - free 
3 eguentlal lnjeot . on '» -=e; cf . page 

8 ' 10 -"' » ™ 21-23 there;!" ° f C1 »*« ^6, 

. ,«* Articie 3 3 (2) . heref ° rS " no lo„ ger novel ^ 

M also anticipates t he 

also page 23 , 6; ^ >""=les (of . ^ 

co„ plexes of 90 ^ --'ho diameter of ^ 

* «e preferred range tr lP^ * "» — nt l^s 
-sent a Ppllcatlon ^ Ia ^ -«icles clai med in the ^ 

Tt «uld not be defini^, 

°* Pa 9 e 9J and D6 ^ f Aether D2 (page ? . 

^e ciai.ee: parcel ^ 82 > ^° 

that Mrt £ appllcant 

" the absence o f buyers Th T ^ ™* * Gained 

-percental proof tM 1UWe —Plexes. „ lthout 
verified. arg ™ e « cannot be readi ly 

insofar as the dependent clai m I 

1. not expiiclteiy d -^tant ive ma tter 

* OCa ° mt '' t ive step J™ " thS ^—ntioned 

•«^.in g advantages o f these e b "°°* n ^ ^ause no 
Particles nese embodiment - 

L — . xes a "d complexPQ ^- , nts over the 

*«* V) (JanuaoTi^ ; _______ ______J__^ e been claimed I 



AUF DEM Gsi^f^^gggNARBEIT 

PCT 

1NTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



390918GA 

mrernationales Aktenzeichen 



VORGEHEN 



PCT/DE 99/03974 
Anmelder 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

13/12/1999 



(Fruheste , I nonlaUUclun, t/a^o^a^- 

16/12/1998 



2. 
3. 



P^HS??^^^ 



4. Hi «^ 

L*J w.rd der vom Anmelder einoereicnte Wortlau. oenehmiot 



Hinsichthch der Zusammenfassung 

[}[) wird der vom Anmelder eingereichte Wn,ti=, . 

□ *v: 9 ~:r::cr' zu " m — 

□ Wd,rA "'^^«»tl<«n.A»ll<l u „ gv< , ro ., 0| , lM(lntel m 



keine der Abb. 



FormblattPCT/ISA/ 21 0 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONA^ RECHERCHENBERICHT 



Kernatlonales Aktenzefchen 

p>CT/DE 99/03974 



T'D^f SIF,z '^^ 
lrlv / LI2N15/87 



Nach der Intemationalen Fatentki assifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE "~ ™ ~ 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 
lrlv / LIZN 



Re ° herchierte aber ni0ht zum Min^tprOfetoff gehorende Vetfffentlichungen, soweit diese unter die recherchierter, Gebiete 



fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank 



und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTER LAG EN 



Kategorie' 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erf order! ich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 98 06437 A (CHIRON CORP) 
19. Februar 1998 (1998-02-19) 
s. Seite 44, 56-57 
Anspruch 1; Beispiele 2,3 

WO 93 04701 A (UNIV CONNECTICUT) 

18. Mar z 1993 (1993-03-18) 

Seite 7 -Seite 9; Anspruch 1; Bei spiel 1 

WO 95 25809 A (UNIV CASE WESTERN RESERVE 
;UNIV OHIO (US); FERK0L THOMAS W JR (US)) 
28. September 1995 (1995-09-28) 
das ganze Dokument 

EP^O 727 223 A (HISAMITSU PHARMACEUTICAL 
CO) 21. August 1996 (1996-08-21) 
Anspruche 1-3 



V- 



1-27 



1-27 



1-27 



1-27 



Weitere Veroffentlicnungen sind der Fortsetzunq von Feid C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorren von angegebenen Veroffentlichungen : 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert 
aoer nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

" E " ^An^iH^T 6 ^' d ?2 je ^ h erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priori tatsanspruch zweifelhaft er- 
schemen zu lassen, oderdurch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
ausgefuhrtf ^ einem anderen besondere n Grund angegeben ist (wie 
'O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung 
■P" *r U ? Ung, ^ ine Aupste'lung oder andere MaGnahmen bezieht 

Vjfj^ffentlichung. die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

28. April 2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL-2280HVRijswtjk 
Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl 
Fax: (+31-70) 340^3016 



^^^I'chung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Pnontatsdaturn veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koilidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Wieon^ Prinzips oder der ihr zugnjndeliegenden 

" X " V iZ^!! e S^ hun F besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf ! 
erfindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden j 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindunq 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet ' 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilte ist 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



17/05/2000 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Bardili , W 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONA^ RECHERCHENBERICHT 



larnationales Aktenzetehen 

KJ/DE 99/03974 



Kategorie' 



ANGESEHENE UNTERLAGEN 

Bezeichnung der Veroffentlichung, sowelt erfordertich unter Angabe der in Betrachtkommenden Teile 

LI, S. UND HUANG, L. : "In vivo gene 
transfer via intravenous administration of 
cat ionic lipid-protamine-DNS (LPD) 
complexes" 
GENE THERAPY, 

Bd. 4, 1997, Seiten 891-900, XP000886074 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

WOLFERT, M.A. UND SEYMOUR, L.W.: "Atomic 
force microsopic analysis of the influence 
of the molecular weight of poly(L)lysine 
on the size of polyelectrolyte complexes 
formed with DNA" 
GENE THERAPY, 

Bd. 3, 1996, Seiten 269-73, XP000886345 
Zusammenfassung 



WIENHUES, U. ET AL. : "A novel method 
transfection and expression of 
reconstituted DNA-protein complexes in 
eukaryotic cells " 
DNA, 

Bd. 6, 1987, Seiten 81-9, XP000560129 
Zusammenfassung 



for 



Betr. Anspruch Nr. 



1-27 



1-27 



1-27 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortselzung von Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



'HjggNATIQNAL SEARCH REPORT 

"^"nation on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



WO 9806437 



kternatlonal Application No 

PCT/DE 99/03974 



Patent family 
member(s) 



19-02-1998 



WO 9304701 A 



18-03-1993 



W0 9525809 A 



28-09-1995 



EP 0727223 A 



21-08-1996 



EP 



0941122 A 



AU 
AU 
CA 
EP 
JP 
US 



681997 B 
2678092 A 
2116107 
0666923 
7500820 
6030954 



AU 
AU 
CA 
EP 
JP 
US 

us 
us 
us 
us 



696455 B 
2127695 A 
2186118 
0752005 
10503469 
6008336 
5972900 
5972901 
5877302 



A 
A 
T 
A 
A 
A 
A 



5844107 A 



AU 
AU 
US 
CA 
W0 



681192 B 
7706994 A 
5912300 A 
2172974 A 
9509009 A 



Publication 
date 



15- 09-1999 

18-09-1997 
05-04-1993 
18-03-1993 

16- 08-1995 
26-01-1995 
29-02-2000 



10-09- 
09-10- 
28-09- 
08-01- 
31-03- 
28-12- 
26-10- 
26-10- 
02-03- 
01-12- 



-1998 
-1995 
1995 
1997 
1998 
1999 
1999 
1999 
1999 
1998 



21-08-1997 
18-04-1995 
15-06-1999 
06-04-1995 
06-04-1995 



Form PCT/ISAS10 (patent family annex) (July 1 992) 



PCT/DE99/03974 



Latent cooperation trBfty 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 



Date of mailing {day/mo nth/year) 
16 August 2000 (16.08.00) 



International application No- 

PCT/DE99/03974 



International filing date (day/month/year) 

13 December 1999 (13.12.99) 



Applicant 

JUIMGHANS, Monika et al 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



To: 



Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 



Applicant's or agent's file reference 
3909 18GA 



Priority date (day/month/year) 

16 December 1998 (16.12.98) 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

[X] in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority ■ 
01 July 2000 (01.07.00) 



Q in a notice effecting later election filed with the International Bureau < 



2. The election | X | was 

| J was not 

KJ^b) 8 eXPirati ° n ° f 19 m ° nthS fr ° m the Pri ° rity date ° r ' Where Rule 32 aPP'^- within the time limit under 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



Authorized officer 

Henrik Nyberg 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



DE9903974 



"ATENT COOPERATION TRWy 



PCT/DE99/03974 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 



Date of mailing (day/month/year) 
17 August 2000 (17.08.00) 



International application No. 

PCT/DE99/03974 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



To: 



Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 



Applicant's or agent's file reference 
39091 8GA 



International filing date (d a y/rno nth/year) 
13 December 1999 (13.12.99) 



Applicant 

JUNGHANS, Monika et al 



Priority date (day/month/year) 

16 December 1998 (16.12.98) 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

[X] in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
01 July 2000 (01.07.00) 

notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The electic 



□ 



was not 



K 32.2(°b) e 8XPirati ° n ° f 19 m ° mhS fr ° m thC Pri0ritV date ° r ' where Rule 32 a 0P |ies ' thetime limit under 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



Authorized officer 

Henrik Nyberg 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



DE9903974 




Copy for the designated Office (DOAi 

ATENT COOPERATION TR 




PCT/DE99/03974 



PCT 



NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 



Date of mailing (day/month/year) 
24 July 2000 (24.07.00) 



Applicant's or agent's file reference 
39091 8GA 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



To: 



GASSNER, Wolfgang 
Nagelsbachstrasse 49 A 
D-91052 Erlangen 
ALLEMAGNE 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 
PCT/DE99/03974 



International filing date (day/month/year) 

13 December 1999 (13.12.99) 



V The follow ' n 9 indications appeared on record concerning: 



X 



the applicant 



inventor 



□ 



the agent 



□ 



the common representative 



Name and Address 

NOVEMBER AG NOVUS MEDICATUS 
BERTLING GESELLSCHAFT FUR 
MOLEKULARE MEDIZIN 
Ulrich-Schalk-Strasse 3a 
D-91056 Erlangen 
Germany 



State of Nationality 
DE 



Telephone No. 



State of Residence 
DE 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 




the person 



the name [^J the address the nationa 



lity 



I concerning: 
| | the residence 



Name and Address 

NOVEMBER AKTIE.NGESELLSCHAFT 
GESELLSCHAFT FUR MOLEKULARE MEDIZIN 
Ulrich-Schalk-Strasse 3a 
D-91056 Erlangen 
Germany 



State of Nationality 
DE 



Telephone No. 



State of Residence 
DE 



Facsimile No, 



Teleprinter No. 



3. Further observations, if necessary: 



4. A copy of this notification has been sent to: 
[ X | the receiving Office 
I I the International Searching Authority 
| | the International Preliminary Examining Authority 



fx] the designated Offices concerned 
| J the elected Offices concerned 

□ 



other: 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

Jocelyne Rey-Millet 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 



003425634 



VERTRAG UBf 



DIE INTERNATIONALE ZuHn/IMENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS ' 



PCT 

PQ 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
39091 8G A 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03974 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
vorlaufigen Prtifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anme\deda\um (Tag/Monat/Jahr) 
13/12/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/87 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
16/12/1 998 



NOVEMBER NOVUS MEDICATUS BERTLING GESELLSCHAFT^ <=*<^^ 



2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 5 Blatter einschlieRlich dieses Deckblatts. 

Behord. vorgenon,™,™ B.rich.igung.n (sl6te Regel 70 ., 6 und Abschn|n & 7 ^ v^™!™'^^ 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 4 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

□ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
U Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatiakeit und r^r 

gewerbl.chen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung S^^JiS 

U Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

□ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

□ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



III 
IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



Datum der Einreichung des Antrags 
01/07/2000 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

EuropSisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigsteliung dieses Berichts 
22.03.2001 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Bardili, W 

Tel. Nr. +49 89 2399 2132 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03974 



I. Grundlage des Berichts 

1 ' SUZ fTO? WUrd f e , rSte "i aU ' dW Grundla 9 e ^rsalzblmer, die den, Anmeldeamt aut eine Auffordemng nach 
Beschreibung, Seiten: 

1 " 9 urspriingliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 " 23 eingegangen am 21/02/2001 mit Schreiben vom 21/02/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sorache in dpr 
d,e ■nternat.onale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder viuS^^^S^^ 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. emyereicni, sorern 

SliSST 1 ? '? S h n( ? n lt der B t 6rde d6r SpraChe: ZUr Verfu 9^9 bzw. wurden in dieser Sprache 

eingereicht; dabei handelt es sich um H 

D Re e gd23 C ?(b d ) er ° berSetZUng ' die fQr die 2wecke der international Recherche eingereicht worden ist (nach 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48 3(b)) 

D %%^£Z££££ * 2W6Cke inte " vow Prufung eingereicht worden 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
.nternationale vorlauf.ge Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden das 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
bequenzprotokoil entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT ^ Internationale s Aktenzeichen PCT/DE99/03974 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde tiber den Offenbarungsgehalt I '<£ u sn^naHch 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). ^ a ursprunglich 

belL%fn)' Mer ' * S °' Che Anderu °9 en enthalten > ist unterPunkt 1 Nnzuweisen : sie sinddiesem Bericht 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatiak^it „„h n-r 
gewerbhchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Strung dieS^ *** 

1. Feststellung 

Neuheit ( N ) Ja: Anspruche 7,9,18,20 

Nein: Anspruche 1-6,8,10,11-17,19,21-23 
ErfinderischeTatigkeit(ET) j a: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-23 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung nach Regel 66.2(a) (ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Auf folgende Entgegenhaltungen wird Bezug genommen: 



D1 : WO 98 06 437 

D2: WO 93 04 701 A1 

D3: Gene Therapy, (1997), 4, 891-900 

D4: WO 95 25 809 A1 

D5: Gene Therapy, (1996), 3, 269-273 

D6: DNA, (1987), 6, 81-9 



Anspruch 1 ist auf synthetische Partikel aus einer Nukleinsaure und einem zum 
uberwiegenden Anteil aus Arginin bestehenden Protein mit einem 
Molekulargewicht im Bereich 3 900 - 4 300 gerichtet. Die Partikel werden in 
einfacher Weise durch Mischen zweier Losungen, die jeweils einen der beiden 
Stoffe enthalten, hergestellt. Die Partikel sollen zur Transfektion von Zellen 
verwendet werden. 



D1 beschreibt synthetische Proteine im relevanten Molekulargewichtsbereich 
(vgl. Seite 44, 56, 57 der Entgegnhaltung) zur Herstellung von Komplexen mit 
Nukleinsauren. Die Komplexe werden durch einfaches Vermischen der beiden 
Komponenten in wa3riger Losung erhalten (s. Beispiel 2). Allerdings werden 
keine Proteine im Sinne des vorliegenden Anspruches 1 in der Entgegnhaltung 
als Mittel zur DNA-Komplexierung bzw. Kondensierung genannt. Der 
Gegenstand des Anspruches 1 wird daher durch diese Entgegenhaltung nicht 
vorweggenommen. 

D5 nennet ebenfalls nicht die Proteine des Anspruches 1 als 
Komplexierungsmittel fur DNA und sind daher nicht neuheitsschadlich. 

D3 aber beschreibt die Herstellung der beanspruchten DNA- 
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Protaminkomplexen (vgl Seite 898, I. Spalte, letzter Abschnitt) sowie deren 
Verwendung (Injektion von lipidfreien Protamin- DNA- Komplexen in Mause; vgl 
Seite 893: sequentielle Injektion). Daher ist der Gegenstand der Anspriiche 1-6, 
8, 10-17, 19, 21-23 nicht mehr neu im Sinne des Artikels 33 (2) PCT. 



Ebenso nimmt die Entgegenhaltung D4 die beanspruchten Partikel vorweg (vgl. 
Anspruch 1 ; femer Seite 23, Zeile 6: 'protamines'). Der in der Entgegenhaltung 
genannte Durchmesser der Komplexe von 90 nm und weniger liegt im 
bevorzugten Bereich der in der vorliegenden Anmeldung beanspruchten 
Partikel. Die Anspriiche 1-7, und 8 sind gegenuber D4 nicht mehr neu. 

Ob die Entgegenhaltungen D2 (Seite 7; Seite 9 oben) und D6 (vgl. abstract; 
Seite 82) ebenfalls die beanspruchten Partikel offenbaren oder nicht, konnte 
noch nicht abschlieBend geklart werden. Die Anmelderin brachte sinngemaB 
vor, die von ihr beanspruchten Partikel konnten nur in Abwesenheit von Puffern 
erhalten werden. Bei den in D2 bzw. D6 beschriebenen Herstellungsverfahren 
wurden lediglich losliche Komplexe erhalten. Ohne experimented Bestatigung 
kann diesem Argument nicht ohne weiteres gefolgt werden. 

Insoweit in den Unteranspriichen Sachverhalte genannt sind, die nicht explizit 
in den obigen Entgegenhaltungen vorbeschrieben sind, kann erfinderische 
Tatigkeit nicht anerkannt werden, da uberraschende Vorteile dieser 
Ausgestaltungen des Anmeldungsgegenstandes gegenuber den in D3 
offenbarten Partikeln bzw. Komplexen nicht geltend gemacht wurden. 
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1. Synthetases Partike! bestehend aus .nindestens einer 

I? 1 " 53 ™" ° der ^^-ederivatse^en* und eine m znm 
uberwxegenden Anteil a us Ar g i nin bestehenden prote±n ^ 
nera Molekulargewicht im Bereich von 3300 bis 4300. 



2. 



Synthetisches Partikel nach Anspruch 1, wobei daB Prote- 
an aus der folgenden Gruppe ausgewihlt ist: Protamin. Prota- 
mine. Protaminderivate Oder -salze, vorzugsweise Protamin- 
sulfat oder Protaminchlorid. 

3 • _ Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden *»- 
1S bTl^ ; s ;. 0b£i — ein Z elstran g i g ausge . 

4. _ Synthetisches Partial naoh einem der vorhergehenden 

spruche, wobei die NuUeinsaureseouenz ein Migonukleotid 

Oder em Derivat davon ist. 

20 

5. _ Synthetisches Partial nach einem der vorhergehenden An- 

spruche, wobei das Oliqonukleot-SH • ^ 

a UKJ - eotad aus mmdestens 5 Nukleoti- 

den besteht. 

«S 6. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei das Derivat ein Phosphorothioat Oder ein anio- 

msches Derivat ist. 



7. _ Synthetisches Partite! nach eine m der vorhergehenden An- 
spruche, wobei der mittlere Durchmesser des Partikels in, Be- 
reich von 10 nm bis 100 urn lie g t. 
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8. _ synthetisches Partikel nach ei nem der vorhergehenden An- 
spruche, W obei das Partikel eine elektrische Oberfachenladung 



9. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei die Oberf lachenladung im Bereich von -40 mV 
bis +40 mV liegt. 



10. Verf ahren zur Herstellung synthetischer Partikel nach 
einem der vorhergehenden Anspruche mit folgenden Schritten: 

a) Herstellen einer ein Protein mit einem Molekulargewicht 
xm Bereich von 3900 bis 4300 enthaltenden wasserigen ersten 
salzfreien Losung, wobei das Protein zum uberwiegenden Anteil 
aus Arginin besteht, 

b) Versetzen der ersten Losung mit einer eine tfukleinsaure- 
oder Nukleinsaurederivatsequenz enthaltenden zweiten salz- 

20 f reien Losung und 

c) Mischen der ersten und der zweiten Losung. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei zur Herstellung einer 
25 vorgegebenen Oberf lachenladung das molare Verhaltnis von Nu - 

kleinsaure- oder Nukleinsaurederivatseguenz zu Protein einge- 
stellt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, wobei das Protein 
aus der folgenden Gruppe ausgewahlt wird: Protamin, Protamin- 
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base, Protaminderivate oder -salze, vorzugsweise Protaminsul- 

fat oder Protaminchlorid. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei Protamin, Protaminba- 
5 se, Protaminderivate aus dem Sperma von Lachs gewonnen wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13, wobei die 
Nukleinsauresequenz einzelstrangig ausgebildet ist. 

10 15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Nukleinsaurese- 
quenz ein Oligonukleotid oder ein Deri vat davon ist . 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei das Oligonukleotid aus 
mindestens 5 Nukleotiden besteht 

15 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 15 oder 16, wobei das 
Derivat ein Phosphorothioat oder ein anionisches Derivat ist. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 17, wobei der 
20 Durchmesser des Partikels im Bereich von 10 nra bis !00 am 

liegt. 



25 

20 



30 



19. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 18, wobei das 
Partikel eine elektrische Oberf achenladung tragt. 



Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 19, wobei die 
Oberf lachenladung im Bereich von -40mV bis +40 mV liegt. 

21. Verwendung eines zum uberwiegenden Anteil aus Arginin 
bestehenden Proteins mit einem Molekulargewicht im Bereich 
von 3900 bis 4300 zur Herstellung eines synthetischen Parti- 
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kels bestehend a US de m Protein u„d mindestens einer Nuklein- 
saure- Oder Nukleinsaurederivatsequenz . 

22 Verwenduag nach Anopruoh 21, wobel das ProCe±n aus der 
folgenden Gruppe ausgewahlt i st: Protamin, Protaminbase, Pro- 
taminderivate Oder vorsugsweiee Protaminsul f at Oder 

Protaminchlorid. 



23 J-wendung naoh ei nem der ^ P ^ hs al oder M# wobei 
die ^lemsauresequenz ein, vorzugsweise einzelstrangiges, 
vorzugswexse au S mindestens 5 NuWeotiden bestehendes, oligo- 
nukleotid oder ein, vorzugsweiae ala Phosphorothioat vorlie- 

gendes, Deri vat davon ist. 
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Synthetiscbes Nucleinsaure-Partikel 

Die Erfindung betrlfft ein synthetisches Nucleinsaure- 
Partikel bzw. Partikel, ein Verfahren zu dessen Herat. Hung 

sowie eirie Verwendung. 

Es ist bekannt, dafi Mononukleotide an- Clupeine binden (G. 
D'Auria, L. Paoli llo , R . Sartorio andS. Wurzburger (1993): 
■Structure and function of protamines: an h A nuclea r magnetic 
resonance investigation of the interaction of clupeines with 
mononucleotides, Biochim. Biophys. Acta, 1162 , 2 09-216 ). 

Nach dem Stand der Technik ist es auSerdem bekannt, Komplex- 
verbindungen zwischen doppels trangigen Qligonukieotiden, po- 
Ivkationischen Polymer en und Lipiden " herzustellen . Dazu wird 
auf die folgenden Literaturstellen verwiesen: 

A. V. Kabanov and V.A. Kabanov (1995): DMA Complexes with po- 
lycations for the Deli very| of Genetic Material into .'.Cells, 
Biocon jugate Chem. , 6; 7-20; 

Gao and L . Huang ( 199 6): Potentiation of Cationic Liposome- 
Mediated Gene Delivery by Polycafcions, Biochemistry, 35, 
1027, 1036; 



L . Sorgi , s . Bhattacharya and L . Huang (1997) : Protamine sul- 
fate enhances lipid-mediated gene transfer, Gene Therapy, 4 
961-968; 
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Li and L. Huang (1957) : m vivo gene transfer via intravenous 
administration of cationic lipid-protamine-DNA (LPD) couple- 

xes, Gene Therapy, 4, 891-900. 



on von 
s- 



Solche Komplexverbindungen kfinnen. z.B. zur Transf ekti 
Plasmid-DNA verwendet werden. Sofern als Polykatlon an Tran 
ferrin gebur.dones Protaxnin verwendet wird, bezeichnet man 
solche Komplexverbindungen auch als Transf errin-Protamin-DNA- 
Komplexe. Derartige Komplexe bilden keine kondensierten DNA- 
Strukturen bzw. Partikel (Wagner, M. Zenke, m. Gotten H 
Beug and M.L. Birnstiel (1990) : Transferrin-polycation ,-onju- 
gates as carriers for DMA uptake into cells, Proc . Natl 
Acad. Sci. U.S.A., 87, 3410-3414). " 

Die bekannten Komplexverbindungen konnen nur aus zuvor gebil- 
deten Partiksln Oder bestehenden Komplexen gebildet werden 
Dazu ,mu£ neben einem Protein auch ein Lipid vorhanden sein 
Dxese Komplexverbindungen konnen nachtexligerwexse keine par - 
txkularen Strukturen aus Olxgopkleotiden bilden. Die DNA 
liegt xn der Komplexverbindung .nur oberf lachlich adsorptiv 
gebunden vor . Sae kann nachteiligerwexse enzymatxsch abgebaut 
werden. SchlieSlich eignen sich die bekannten Komplexverbin- 
dungen nicht zur Herscellung von Arzneimitteln mit Depot wir- 
kung. 

Aufgabe der Erf indung i s t es , die Nachteile nach dem Stand 
der Technik zu beseicigen. Es seller, insbesondere ein stabi- 
les synthetisches Partikel und ein Verfahren seiner Herstel- 
lung angegeben werden, das eine hone Transf ektionseff ektivi- 
tat ermoglicht. Das synthetische Partikel soil moglichst auch 
~ur Herstellung von Arzneimitteln mit Depotwirkung geeignet 



z 

sein . 
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Diese Aufgabe wird durrh i t -> 

xra aurch die Merkmale der Anspriiche 1 11 und 

24 gelost. Zweckmafiige Ausges taltungen ergeben sich aus den 
M6rkmalen de -Anspruche 2 bis 10, 12 bis 23 und 25 bis 27. . 

Nach MaSgabe der Erfindung ist ein synthetisches Partikel aus 
fastens einer Nuklexnsaure- oder Nuklexnsaurederivatse- 
quenz- -und . einem Protein mi t einem Molekulargewicht von 3900 
bis 4300 gebxldet, Ein seiches synthetisches Partial xst 
xnsbesondere gegenuber einem enzymatischen Abbau stabil Es 
ennaglicht eine hohe Transf ektionsef fi.i^z sowie die Her- 
stellung von Arzneimitteln mit Depotwirkung . 

Nach einem Ausges taltungsmerkmal besteht das Protein zum 
Uberwxegenden Anteil aus Argxnin. Vorteilhaf terweise betragt 
der Arginxnanteii mehr als 60 Gewxchts*. Das Protein kann aus 
der. folgenden Gruppe ausgewahit sein: Protamin, Prot.minbase 
P^Wnderivata oder -sal 2e , vorzugsweise Pror.aminsuifat 
ode*, Protaminchlorid. Dxe vorgenannten Verbindungen haben 
vorteilhafterweise keine antigenen Eigenschaf ten. 

Die, vorteilhafterweise elnzelstangxg ausgebildete , Nuklein- 
sauresequenz kann ein Oligonukleotid oder ein Derivat davon 
sein. Das Oligonukleotid hpcrt-ov,)- 

' C ■ b e steht .vorzugswea.se aus mindestens 

5 Nukleotiden. Das Der i v,i t > = ■ 

^uerx vat kann exn Phosphorothioat oder ein 

anionisches Derivat sein. Bei m Oligonukleotxd kann e S: sich 
xnsbesondere um ein DNA-Oligonukleotid handeln. Das ermog- 
Ixcht einen Einsatz der synthetischen Partikel zur Antisense- 
Therapie . 
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Je nach Anwendungszweek kann der mittlere Durchmesser des 
Partikels im Bereich von 10 nm bis 100 Aim liegen. 

Das Partikel tragt vorteilhaf terweise eine elektrische Ober- 
flachenladung, die vorzugsweise im Bereich von -40 mV bis +40 
mv liegen kann. Dadurch kann weiter die Transf ektionsef f izi- 
enz erhoht werden . 

Nach der verf ahrensseitigen MaEgabe der Erfindung 1st ein 
Verfahren zur Herstellung der erf indungsgemaSen synthetischen 
Partikel mit folgenden Schritten vorgesehen: 

/ a) : Herstellung einer ein Protein mit einem Molekulargewicht 

im Bereich von . 3900 bis 4300 enthaltenden wasserigen ersten 

. Losung , . : 

b) Versetzen der ersten Losung mit einer eine Nukleinsaure- 

oder Nukleinsaurederivatsequenz enthaltenden zwei ten Losung 
und 

*■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ' ■ ■. ■ - 

c ) Mis-chen der ersten und zwei ten Losung . 

Das Verfahren ermoglicht auf einf ache Weise die Herstellung 
der erfindungsgemaJSen synthetischen Partikel. 

Nach einem Ausgestaltungsmerkmal sind die erste und die zwei- 
te Losung salzfrei. Zur Erzeugung einer vorgegebenen Oberfla- 
chenladung kann das mo .1 are Verhaltnis von Nukleinsaure- oder 
Nukleinsaurederivatsequenz zu Protein eingestellt werden. Die 
vorgeschlagene Variante la£t sich besonders einfach durchfiih- 
ren . . 
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Das Protein besteht. zweckmaSigerweise zum uberwiegenden An- 
teil aus Arginin, wobei es aus der folgenden Gruppe ausge- 
wahlt sein kann: Protamin, Protaminbase , Protaminderivate 
Oder -salze, vorzugsweise Protaminsulf at oder Protaminchlo- 
rid. Insbesondere Protamin, Protaminbase oder Protaminderiva- 
te konnen aus dem Sperma von Lachs gewonnen werden. Eine ein- 
fache und billige Verf iigbarkei t ist damit gewahrleistet . 

Die, :vorteilhaf terweise einzelstangig ausgebildete, Nuklein- 
sauresequenz kann ein Oligonukleotid oder ein Derivat ■ davon 
sein. Das Oligonukleotid besteht vorzugsweise aus mindestens 
5 Nukleotiden... Das Derivat kann ein. Phosphorothioat oder ein 
ahipnisch.es Derivat sein. Der Durchmesser des Par tike is kann 
je nach Anwen dungs z week im Bereich, von 10 ran bis 10 0 pan lie- 
gen . Es kann eine elektrische Oberf achenladung tragen, die 
zweckmaSigerweise im Bereich von - 4 0 mV bi s +4 0 mV liegt . 

Nach einer weiteren Losung der Aufgabe ist die Verwendung ei- 
nes Proteins^ mit einem. Molekulargewicht im Bereich von 3900 
bis 4300 zur Hersteilung eines mindestens eine Nukleinsaure- 
oder Mukieinsaurederivatsequenz enthaltenden synthetischen 
Partikels vorgesehen. 

Das vorteilhafterweise zum Uberwiegenden Anteil aus Arginin 
bestehende Protein kann aus der folgenden Gruppe ausgewahlt 
sein: Protamin, Protaminbase, Protaminderivat oder -salze, 
vorzugsweise Protaminsulf at oder Protaminchlorid . Die,- vor- 
teilf terweise einzelstangig ausgebildete, Nukleinsauresequenz 
kann ein, vorzugsweise aus mindestens 5 Nukleotiden bestehen- 
des, Oligonukleotid Oder ein Derivat davon sein. Das Derivat' 
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kann ein Phosphorothioat oder ein anionisches Derivac sein. 
Beim Oligonukleotid handelt es sich zweckmafiigerweise urn ein 
DNA-Oligonukleotid. 

Das erfindungsgemafie ' synthetische Partikel ist vorteilhaf ter- 
weise ausschlieElich aus der Nukleinsaure bzw. dem Nuklein- 
saurederivat und dem Protein mit dem Molekulargewicht im Be- 
reich von 3900 bis 4300 gebildet. Das Molekulargewicht des' 
Proteins betragt nach einer besonders vortei lhaf ten Ausfuh- 
rungsform zwischen 4000 und 4250. 

Nachfolgend werden Aus f uhrungsbei spiele der Erfindung an Hand 
der Zeichnung und an Hand von Beispielen naher erlautert. In 
der Zeichnungen zeigen: 

Fig. la eine rasterelektroneniTiikroskopische Aufnahme s-yn- 
,. thetischer Partikel mit negativer Oberf lachenla- 

. dung — 

Fig ' lb eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme syn- 
thetischer Partikel mit positiver .' Oberf lachenla- 
dung/ 

Fig, 2 die Abhangigkeit der Par tikelgroEe von der Inkuba- 
tionszei t , 

3 die Abhangigkeit der Oberf lachenladung vom Verhalt- 
nis Protamin/ Oligonukleotid, 



Fig. 4a 



eine 
einer 



confokale laserscannmikroskbpische 
ersten Vero-Zelle. 



Aufnahme. 
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Fig. 4b eine confokale laserscannmikroskopische Aufnahme 
einer zwei ten Vero-Zelle. 

Fig - 5 die Abhangigkeit der UV-Absorption bei 260 nm von 
der Retentionszeit fur Partikel mit unterschlied- 
leicher Protamin/Oligonukleotid-Zusammenset zung . 

Beispiele: 

1. Die Herstellung von Oligonukleotidpartikel mit negativer 
Oberf lachenladung . 

500 Ml einer Protaminlosung (50 Mg/ml) in doppelt destillier- 
tem Wasser werden in einem Eppendorf-Cap bei Raumtenperatur 
spontan zu 300 Ml einer ebenso salzfreien Oligonukleotidlo- 
sung (100 Mg/ml) gegeben. Als Oligonucleotide sind vorzugs- 
wei.se einzels trangige DNA-Oligonukleotide in der Losung ent- 
halten. Die Losung wird danach intensiv fur 1 Minute nit ei- 
nem schnell laufenden Ruhrwerk gemischt. Die Partikelbildung 
-setzt dabei spontan ein und ist nach einer halben Stur.de ab- : 
geschlossen. Das Gewichtsverhal tnis zwischen dem eingesetzten 
Protaminmolekul und dem Oligonukleotid betragt ca. 0,75 bis 

1. Das Gewichtsverhaltnis zwischen Protamin und dem Oligonu- 
kleotid zur Partikelbildung betragt ca . 1:2,5. 

2. Die Herstellung von Oligonukleotidpartikel mit positiver 
Oberf lachenladung 

Basierend auf dem Verfahren in Beispiel 1 beschriebenen Ver- 
fahren werden 500 m! einer Protaminlosung (250 Mg/ml) in dop- 
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pelt destilliertem Wasser in einem Eppendorf -Cap bei Raumt 
peratur spontan zu 500 >l einer ebenso salzfreien Oligonu 
kleotidlosung (I00 >g/m l) gegeben . Das inolare VerMltnis zwi- 
schen Protamin und dem Oligonukleotid betragt ca. 3:1. . 

Fig- la zeigt eine ras terelektrpnenmikrofikopische Aufnahme 
exnes synthetischen Partikels mit negativer Oberf lachenla- 
dung. Das Gewichtsverhal tnis zwxschen Protamin ur.d Oligcnu- 
kleotid hat Kier 1: 2 betragen. In Fig. lb 1st ein ,. syntheti- 
sches Pardkel .it positiver Qber f lachenladung gezeigt Das 
Gewichtsverhal tnis zwischen Protamin und Oligonukleotid hat 
hier 2,5: 1 betragen. 

Fig - 2 . Zeigt die Abhangigkeit: der Inkubationszeit vom Ge- 
wxchtsverhaltnxs Protamin/Oligonukleotxd. Mit: zunehmender In- 
kubatxonszei.t nxmmt die Partikelgrofie zu. Es konnen so .belie- 
bxge Partikelgrofien eingestellt werden. 

Fig. 3 zeigt dxe Abhangigkeit des Secapotentxals vom Ge- 
wxchtsverhaltnis Protamin/Oligonukleotid. Mit zunehmendem An- 
texl an -Protamin; verschiebt sxch das Zetapotehtial zu positi- 
ven Werten hin. ■ 

Die Fig. 4a und b zeigen im Vergleich die Aufnahme von Oligo- 
nukleotiden mittels synthetischer Partikel (Fig. 4a) in Vero- 
Zellen. In Fig. 4b ist eine Kontrollxnkubation geloster Oli- 
gonukleotide gezeigt. Die Oligonukleo tidkonzentration betragt 
5 ug/mi bei einer Inkubationszeit von vier Stunden bei 37 o C 
und 5% C0 2 . Es zeigt sich, dass unter Verwendung der erfin- 

dungsgemaSer. synthetischen Pa rUVni m ■; 1 1 

lfc;x: ^artxxel Olxgonukleotxde verstarkt 

in Zellen aufgenommen werden . 
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In Fag. 5 1st die Stability der erf indungsgemafien Partike 
gegenuber einem enzyxnatischen Abbau durch Endonukleasen " g- 
zexgt. Es ist die UV- Absorption bei 260 nm uber der Retenti- 
onszzeit fiir verschiedene Prnhsmi rv/n,' ■>->'. 

ene Protamin/Oigonukleotid-Verhaltnisse 
aufgetragen. Die Ergebnisse zeigen, da 6 das erf indungsge^Ee 
Partikel einen nahezu quantitativen Schu.t, Vor eiriem enzy.a- 
tischen Abbau gewahrleis tet . 
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Pa c en c an sp ru che 

1. Synthetisches Partikel gebildet aus mindestens einer Nu- 
kleinsaure- oder Nukleinsaurederivatsequenz und einem Protein 

■mit einem Molekulargewicht im Bereich von 3900 bis 4300. 

2. synthetisches Partikel nach Anspruch 1, wobei das Prote- 
in zum iiberwiegenden .Intel 1 aus Arginin besteht. 

3. Synthetisches Partikel nach Anspruch 1 oder 2, wobei das 
Protein aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Protamih, 
Protaminbase, Protaminderivate oder -salze, vorzugsweise Pro- 
taminsulfat oder Protaminchlorid . " 

4. Synthetisches Partikel nach einem der yorhergehenden An- 
■spruche, wobei die Nukleinsaureseguenz einzels trangig ausge- 
bildet ist . 

5. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An-, 
spruche, wobei die Nukleinsauresequenz ein Oligonukleotid 

'oder ein Deri vat davcn i g r. . 

6. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden Ari- 
spruche; wobei das Oligonukleotid aus mindestens 5 Kukl eo ti- 
de n besteht. 

7. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei das Derivat ein Phosphorothioat oder ein anio- 
nisches Deri vat ist. 
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8. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei der mittlere Durchmesser des Partlkels im Be- 
reich von 10 r.rr. bis 100 u.-r. liege. 

5 9. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei das Partikel eine elektrische Oberf achenladung 

. . tragt . 

10. synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
10 spruche, wobei die Oberf lachenladung im Berei^h von -40 mV 

bis +40 mV liegt . 

11. Verfahren zur Herstellung synthetischer Partike/ nach 
emo, der vorhergehenden Anspruche rr.it Colgenden Schritten: 

■■15- .... 

a) Herstelien einer ein Protein mit einem, Molekulargewicht " : 
xm Bereich vor. 3900 bis 4300 en thai tender, wasserigen ersten - 

. Losung, 

20 b> Verset^en der ersten losung mit einer eine NUkleinsaure- 

: Oder Nukleinsaurederivatseguenz enthaltenden zweiten Losung 

und ."■ 



25 



c): Mischen der ersten und der zweiten Losung. , ... 

12. Verfahren nach AnsDruch 11 ^ • 

svxucn 1X ' wobei die erste und die 

zweite Losung salzfre.i sind. 



13. Verfahren nach einem der Anspruche 11 oder 12, wobei 
30 Herstellung einer vorgegebenen Oberf lachenladung das molare 
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Verhaltnis von Nukleinsaure- oder Nukleinsaurederivatsequenz 
zu Protein eingestellt wird. 

14. Verfahren nach J einem der Anspriiche 11 bis 13, wobei das 
Protein zum iiberwiegenden Anteil aus Arginin besteht. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 14, wobei das 
Protein aus der folgenden Gruppe ausgewahlt wird: Protamin, 
Protaminbase, Protaminderiva te oder -salze, vcrzugsweise Pro- 
tarainsulfat oder Protaminchlorid . 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei Protamin, Protaminba- 
se, Protaminderivate aus dem Sperma von Lachs gewonnen "wird . 

nach einem der Anspriiche 11 bis 16, wobei die 
Nukleinsauresequenz einzelstrangig ausgebildet ist. 

18 . Verfahren nach Anspruch 17 , wobei " die Nukleinsaurese- 
quenz ein Oligonukleotid oder ein Deri vat da von ist. . 

19 . Verfahren nach Anspruch 18, wobei das Oligonukleotid aus 
raindestens 5 Nukleotiden besteht 

2 0. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 19, wobei das 
Derivat ein Phosphorothioat oder ein anionisches Derivat ist. 

21, Verfahren nach einem: der Anspriiche 11 bis 20, wobei der 

Durchmesser des Partikels im Bereich von 10 nm bis 100 um 
liegt . 
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22. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 21, wobei das 
Partikel eine elektrische Oberf acheniadung tragt . 

22. verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 22, wobei die 
Oberf lachenladung im Bereich von -4 0mV bis +40. mV liegt. 

24. Verwendung eines Proteins mit einem Molekulargewicht xm 
Bereich von 39G0 bxs 4300 zur Hersbellung eines mindestens 
erne Nukleinsaure- Oder Nukleinsaurederivatsequenz enthalten- 
den synthetischen Part; ike Is . 

25 " v ™dung : nach Anspruch 24, wobei das Protein zum uber- 
wiegenden Anteil aus Arginin besteht. 

26 - Verwendung nacf, . Ans^ruch' 24 oder 25, wobei das Protein 
aus der .folgenden Gruppe ausgewahlt 1st : Protamin , Protamin- 
base, Protaminderivate oder -salze, vorzugsweise ?rotam,nsul,- 
fat oder P ro tami nchi or id . 

27. Verwendung nach einem der Anspruche 2 4 bis 26, wobei die 
Nukleinsauresequenz ein, vorzugsweise einzels trangiges , vor- 
zugsweise aus mindestens 5 Nukleotiden bestehendes, Oligonu- 
kleotid oder ein, vorzugsweise als Phosphorothioat vorliegen- 

des, Derivat davon ist. ; 
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